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Ïîêàçàíî íåðàâíîìåðíîå èçìåíåíèå àêòèâíîñòè è õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåì-
ìû ïàðåíõèìíûõ êëåòîê ñóáàïèêàëüíîé çîíû êîëåîïòèëåé â ïåðèîä ñ 3-õ ïî 5-å ñóò ýòèîëèðîâàííîãî
ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêîâ êóêóðóçû. Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ñ ïîìîùüþ öèòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà. Íàèáîëü-
øåé àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà õàðàêòåðèçîâàëèñü êëåòêè 4-ñóòî÷íûõ êîëåîïòèëåé. Âûÿâëåííîå èçìåíåíèå
àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû íå ñîîòâåòñòâóåò äèíàìèêå èíòåíñèâíîñòè ðîñòà ðàñòÿæåíèåì êëåòîê êîëåîïòè-
ëåé â èññëåäóåìûé ïåðèîä ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Zea mays, êîëåîïòèëü, H+-ÀÒÔàçà ïëàçìàëåììû, ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷å-
ñêàÿ öèòîõèìèÿ.

H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê îòíî-
ñèòñÿ ê ÀÒÔàçàì Ð-òèïà (ò. å. ôîñôîðèëèðóåòñÿ ïðè êàòà-
ëèçå ðåàêöèè ðàñùåïëåíèÿ ÀÒÔ), ÿâëÿåòñÿ Mg2+-çàâèñè-
ìîé è K+-ñòèìóëèðóåìîé è èãðàåò âàæíóþ áèîýíåðãåòè-
÷åñêóþ è ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü (Ïîëåâîé, 1986; Serrano,
1989; Briskin, 1990; Palmgren, Harper, 1999; Morsomme,
Boutry, 2000). Çà ñ÷åò ýíåðãèè ãèäðîëèçà ÀÒÔ ôåðìåíò
ïåðåíîñèò ïðîòîíû èç öèòîïëàçìû ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó êëåòêè, ñîçäàâàÿ ýëåêòðîõèìè÷åñêèé ãðàäèåíò
èîíîâ âîäîðîäà. Ýòîò ãðàäèåíò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé çíà÷è-
òåëüíóþ ñîñòàâëÿþùóþ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà êëåòêè
è îáåñïå÷èâàåò äâèæóùóþ ñèëó äëÿ âòîðè÷íîãî òðàíñ-
ïîðòà âåùåñòâ ÷åðåç ïëàçìàëåììó. H+-ÀÒÔàçà ïëàçìà-
ëåììû íàðÿäó ñ ïðîòîííûìè íàñîñàìè òîíîïëàñòà è äðó-
ãèõ êëåòî÷íûõ îðãàíåëë àêòèâíî ðåãóëèðóåò êîíöåíòðà-
öèþ èîíîâ âîäîðîäà â öèòîçîëå. Òåì ñàìûì äàííûé
ôåðìåíò ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ ïðî-
òîííîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ðàñòèòåëüíîé êëåòêè, ó÷àñò-
âóþùåé â ðàçâèòèè àäàïòèâíûõ îòâåòíûõ ðåàêöèé êëåòîê
íà ðàçëè÷íûå âîçäåéñòâèÿ âíåøíåé è âíóòðåííåé ñðåäû,
òàêèå êàê ñâåò, ãðèáíûå òîêñèíû è ðåãóëÿòîðû ðîñòà (Ser-
rano, 1989; Palmgren, 1991; Felle, 2001). Îäíèì èç âàæíûõ
ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ ïðèíèìàåò ó÷àñ-
òèå H+-ÀÒÔàçà ïëàçìàëåììû, ÿâëÿåòñÿ àêòèâèðóåìûé
àóêñèíîì ñïåöèôè÷íûé äëÿ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê ðîñò
ðàñòÿæåíèåì (Rayle, 1973; Ïîëåâîé, 1986; Luthen, Bottger,
1990; Hager, 2003). Àêòèâíîñòü H+-ÀÒÔàçû ñîçäàåò óñëî-
âèÿ îäíîâðåìåííî äëÿ äâóõ ïðîöåññîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ
ðîñòà êëåòîê: óâåëè÷åíèå ðàñòÿæèìîñòè êëåòî÷íîé ñòåí-
êè, à òàêæå ãðàäèåíò äëÿ ïîñòóïëåíèÿ îñìîòè÷åñêèõ âå-
ùåñòâ â êëåòêó (Serrano, 1993). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íà-
ëè÷èå ïðÿìîé çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ðîñòà ðàñòÿæå-
íèåì îò àêòèâíîñòè ôåðìåíòà. Ê ñîæàëåíèþ, äî ñèõ ïîð
ñðàâíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé òàêîãî ðîäà íå ïðîâîäèëè.
Èìåþòñÿ ëèøü êîñâåííûå äàííûå î âîçìîæíîé âàðèà-

áåëüíîñòè ñâîéñòâ è êîëè÷åñòâà ôåðìåíòà â õîäå îíòîãå-
íåçà ðàñòåíèÿ (Frias et al.,1996; Morsomme, Boutry, 2000).

Êîëåîïòèëè çëàêîâ ÷àñòî èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå îáú-
åêòà èññëåäîâàíèÿ ðîñòà êëåòîê ðàñòÿæåíèåì. Îíè ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé îðãàíû þâåíèëüíîãî ïðîðîñòêà. Îñíîâ-
íîé îñîáåííîñòüþ ýòèõ îðãàíîâ ÿâëÿåòñÿ êðàòêîñòü ïåðè-
îäà ðàçâèòèÿ è çàâåðøåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè.
Ó êóêóðóçû âñå êëåòêè êîëåîïòèëÿ ïåðåõîäÿò îò äåëåíèÿ
ê ðîñòó ðàñòÿæåíèåì íà 3-è ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà (Ìîñ-
êàëåâà, Ïîëåâîé, 1987). Ê 5-ì ñóò, êîãäà ëèñò âûõîäèò íà-
ðóæó èç-ïîä çàùèòû êîëåîïòèëÿ, ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëü-
íîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ðîñòà êëåòîê êîëåîïòèëÿ è ñíè-
æàåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðîñòîâîé ðåàêöèè ê àóêñèíó
(Ðóäàøåâñêàÿ è äð., 2002).

Ìû èñïîëüçîâàëè êëåòêè êîëåîïòèëåé ïðîðîñòêîâ êó-
êóðóçû â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà äëÿ èçó÷åíèÿ äèíà-
ìèêè àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû â õîäå ðîñòà ðàñòÿæåíèåì.
Ëîêàëèçàöèþ è àêòèâíîñòü ðàáîòû ôåðìåíòà îöåíèâàëè
in situ ñ ïîìîùüþ öèòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà, îñíîâàííîãî
íà âûÿâëåíèè íåðàñòâîðèìîãî îñàäêà ñâèíöà ñ íåîðãàíè-
÷åñêèì ôîñôàòîì — ïðîäóêòîì ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè
(Andreev et al.,1997; Ìóðàâíèê, Èâàíîâà, 1999).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êîëåîïòèëè ýòèîëè-
ðîâàííûõ ïðîðîñòêîâ êóêóðóçû Zea mays L. ãèáðèä
ÇÏÒÊ-196, âûðàùåííûõ íà ðàçáàâëåííîì â 10 ðàç ïèòàòå-
ëüíîì ðàñòâîðå ×åñíîêîâà (×åñíîêîâ è äð., 1968) ñ äîáàâ-
ëåíèåì ñóëüôàòà êàëüöèÿ â êîíöåíòðàöèè 0.25 ìîëü/ë ïðè
27 °Ñ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êîëåîïòèëè 3-, 4- è 5-ñóòî÷-
íûõ ïðîðîñòêîâ.
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ë å é ê ó ê ó ð ó ç û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè 3-ñóòî÷íûå êî-
ëåîïòèëè ïðîðîñòêîâ êóêóðóçû, äåêàïèòèðîâàííûå íà
3 ìì, è 4-õ è 5-ñóòî÷íûå, äåêàïèòèðîâàííûå íà 4 ìì. Íà
5-å ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà áðàëè ïðîðâàííûå ëèñòüÿìè
êîëåîïòèëè. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà âûÿâëÿëè â îòðåçêàõ
êîëåîïòèëåé äëèíîé 3 ìì, íàõîäÿùèõñÿ íåïîñðåäñòâåííî
çà óäàëåííîé àïèêàëüíîé çîíîé.

Îòðåçêè êîëåîïòèëåé ôèêñèðîâàëè â ñìåñè 3%-íîãî
ãëóòàðàëüäåãèäà ñ 1.5%-íûì ïàðàôîðàëüäåãèäîì íà êàêî-
äèëàòíîì áóôåðå (0.1 ìîëü/ë, pH 7.2) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè
0 °Ñ. Ìàòåðèàë ïðîìûâàëè â êàêîäèëàòíîì áóôåðå
30 ìèí è â òðåõ ñìåíàõ Òðèñ-ìàëåàòíîãî áóôåðà
(25 ììîëü/ë) ïî 30 ìèí ïðè 0 °Ñ. Èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
30 ìèí â ñðåäå (ñ ïðåäâàðèòåëüíîé èíôèëüòðàöèåé), ñî-
äåðæàùåé (â ììîëü/ë): 2 ÀÒÔ, 2 MgCl2, 50 KCl,
2 Pb(NO3)2, 25 Òðèñ-ìàëåàòà, pH 7.2, ïðè 37 °Ñ. Ïðîìûâà-
ëè Òðèñ-ìàëåàòíûì áóôåðîì (25 ììîëü/ë, 30 ìèí) è äâó-
ìÿ ñìåíà êàêîäèëàòíîãî áóôåðà ïî 30 ìèí ïðè 0 °Ñ. Ïî-
ñòôèêñàöèþ ïðîâîäèëè 1%-íûì ðàñòâîðîì OsO4 íà êàêî-
äèëàòíîì áóôåðå (pH 7.2) 16 ÷ ïðè 0 °Ñ. Â êîíòðîëüíîì
âàðèàíòå èíêóáàöèîííàÿ ñðåäà íå ñîäåðæàëà ÀÒÔ, Mg2+

è K+.
Ïîñëå ôèêñàöèè îáåçâîæèâàíèå îòðåçêîâ êîëåîïòè-

ëåé ïðîâîäèëè â ñåðèè àöåòîíîâ âîçðàñòàþùèõ êîíöåíò-
ðàöèé. Ìàòåðèàë çàëèâàëè â ñìåñü Àðàëäèòà è Ýïîíà.
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû èçãîòàâëèâàëè íà óëüòðàìèêðîòîìå
Ultracut-E (Reichert-Jung) è íå êîíòðàñòèðîâàëè. Àêòèâ-
íîñòü H+-ÀÒÔàçíîé îïðåäåëÿëè ìåòîäîì öèòîõèìèè,
îñíîâàííûì íà îáðàçîâàíèè íåðàñòâîðèìîãî ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíîãî îñàäêà ïðè âçàèìîäåéñòâèè ïðîäóêòà ôåð-
ìåíòàòèâíîé ðåàêöèè (íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà) ñ
Pb(NO3)2. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìåòîäèêó èäåíòèôèêà-
öèè ÀÒÔà Ð-òèïà (Belitser et al.,1982; Andreev et al.,1997).
Ìèêðîôîòîãðàôèè âûïîëíåíû ñ ïîìîùüþ òðàíñìèññèîí-
íîãî ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà Tesla BS-500. Êîëè÷åñò-
âåííóþ îöåíêó ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà íà ìèêðîôî-
òîãðàôèÿõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðî-
ãðàììû Image Pro® Plus, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîé ïðîô.
Marjatta Raudaskoski (Óíèâåðñèòåò Õåëüñèíêè). Äàííàÿ
ïðîãðàììà ïîçâîëÿåò äèôôåðåíöèðîâàòü èíòåíñèâíîñòü
ïðåöèïèòàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ôîíîì ìèêðîôîòîãðàôèè.
Ïðè êîëè÷åñòâåííîì îïðåäåëåíèè ïëîòíîñòè èñïîëüçîâà-

ëè ìèêðîôîòîãðàôèè ñ îäèíàêîâûì óâåëè÷åíèåì
(16 000�). Ïîðîãîâûå çíà÷åíèÿ ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè è
îáëàñòè èçìåðåíèÿ (ïëàçìàëåììà) âûáèðàëè ìàíóàëüíî
ïðè êàæäîé êîëè÷åñòâåííîé îöåíêå. Âî èçáåæàíèå îøèá-
êè èçìåðåíèÿ èç-çà âîçìîæíîãî íåðàâíîìåðíîãî ðàñïðå-
äåëåíèÿ ñâåòà â èñõîäíûõ ìèêðîôîòîãðàôèÿõ ïðè êàæäîì
èçìåðåíèè ïðîâîäèëè óñðåäíåííóþ îöåíêó ôîíà. Íà
ðèñ. 3 ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíîãî îñàäêà â óñë. åä. (�103 ïèêñåëåé). ×èñëî ïðî-
àíàëèçèðîâàííûõ ìèêðîôîòîãðàôèé â êàæäîì âàðèàíòå
áûëî íå ìåíåå 10.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðàáîòå èçó÷àëè ïàðåíõèìíûå êëåòêè ñóáàïèêàëüíîé
÷àñòè êîëåîïòèëåé êóêóðóçû. Êàê âèäíî íà ñðåçàõ, äàæå ó
êîëåîïòèëåé 3-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ îíè ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé êðóïíûå êëåòêè ñ áîëüøîé öåíòðàëüíîé âàêóîëüþ
è óçêèì ïðèñòåííûì ñëîåì öèòîïëàçìû (ðèñ. 1). Â ïåðè-
ôåðè÷åñêîì ñëîå öèòîïëàçìû ðàñïîëàãàþòñÿ ÿäðà, ïëàñ-
òèäû, ìèòîõîíäðèè è äð. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìèêðî-
ôîòîãðàôèé êëåòîê êîëåîïòèëåé ðàçíîãî âîçðàñòà
(ðèñ. 2, à, â, ä) ïîêàçàë, ÷òî â õîäå ðàçâèòèÿ ñëîé öè-
òîïëàçìû èñòîí÷àåòñÿ ïðè îáùåì óâåëè÷åíèè îáúåìà
âàêóîëè. Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ õàðàêòåðíû äëÿ ïàðåí-
õèìíûõ êëåòîê êîëåîïòèëåé çëàêîâûõ ðàñòåíèé, ðàñòó-
ùèõ ðàñòÿæåíèåì (O’Brien, Thimann, 1965). Îñîáåííî çà-
ìåòíû èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ïðè ïåðåõîäå ïðîðîñò-
êîâ îò 3-õ ê 4-ì ñóò ðàçâèòèÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðîâåäåííûì íàìè ðàíåå èññëåäîâàíèåì
èçìåíåíèÿ äèíàìèêè èíòåíñèâíîñòè ðîñòà ðàñòÿæåíèåì
êëåòîê êîëåîïòèëåé êóêóðóçû. Èíòåíñèâíîñòü ðîñòà îò-
ðåçêîâ êîëåîïòèëåé ñíèæàåòñÿ îò 3õ ê 5-ì ñóò ðàçâèòèÿ
ïðîðîñòêà êóêóðóçû (Ìîñêàëåâà, Ïîëåâîé, 1987). Íàèáî-
ëåå èíòåíñèâíîå ñíèæåíèå ðîñòîâîé àêòèâíîñòè íàáëþäà-
åòñÿ èìåííî ïðè ïåðåõîäå îò 3-õ ê 4-ì ñóò ðàçâèòèÿ (Ðóäà-
øåâñêàÿ è äð., 2002).

Ïîñëåäóþùèé àíàëèç àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû ïëàçìà-
ëåììû êëåòîê êîëåîïòèëåé ïðîðîñòêîâ êóêóðóçû ðàçíîãî
âîçðàñòà (ðèñ. 2) ïðîâîäèëè ïî íàëè÷èþ â êëåòêàõ ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà, ñôîðìèðîâàâøåãîñÿ â ðåçóëüòàòå
ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè êàê ðåçóëüòàò îáðàçîâàíèÿ íå-
îðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî äàííûé ìå-
òîä èäåíòèôèöèðóåò ðàáîòó ëþáûõ ôåðìåíòîâ, ïðèâîäÿ-
ùèõ ê îáðàçîâàíèþ ñâîáîäíîãî ôîñôàòà, åãî èñïîëüçóþò
äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû ïðè
ñîçäàíèè îïòèìàëüíûõ óñëîâèé äëÿ ðàáîòû ôåðìåíòà
(Andreev et al.,1997; Ìóðàâíèê, Èâàíîâà, 1999). Àäåêâàò-
íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî ìåòîäà îáóñëîâëåíà åùå è
òåì, ÷òî H+-ÀÒÔàçà ïëàçìàëåììû ÿâëÿåòñÿ äîìèíèðóþ-
ùèì ÀÒÔ-ãèäðîëèçóþùèì ôåðìåíòîì ïëàçìàëåììû ðàñ-
òèòåëüíûõ êëåòîê (Morsome, Boutry, 2000).

Ìîæíî âèäåòü, ÷òî ïðè âíåñåíèè ñóáñòðàòîâ ðåàêöèè
H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû êëåòêè êîëåîïòèëåé 3-ñóòî÷-
íûõ ïðîðîñòêîâ õàðàêòåðèçîâàëèñü ïîÿâëåíèåì ðåäêèõ,
íî çíà÷èòåëüíûõ ïî ïëîùàäè ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ îáëàñ-
òåé ( ãðàíóë) íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (ðèñ. 2, á). Îá-
ëàñòè èìåëè íåïðàâèëüíóþ ôîðìó è íåðàâíîìåðíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå íà ïëàçìàëåììå ñî ñòîðîíû öèòîïëàçìû.
Â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå ïðè èñïîëüçîâàíèè èíêóáàöèîí-
íîé ñðåäû, íå ñîäåðæàùåé ÀÒÔ, Mg2+ è K+, ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûé îñàäîê íå âûÿâëÿëñÿ (ðèñ. 2, à).

Ó êëåòîê êîëåîïòèëåé 4-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ õà-
ðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ îáëàñòåé

150 Å. Ë. Ðóäàøåâñêàÿ, À. Þ. ßêîâëåâ è äð.

Ðèñ. 1. Êëåòêà êîëåîïòèëÿ 3-ñóòî÷íîãî ïðîðîñòêà êóêóðóçû.

âà — âàêóîëü, ì — ìèòîõîíäðèÿ, êñ — êëåòî÷íàÿ ñòåíêà, ï — ïëàñòèäà,
ìê — ìåæêëåòíèê. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 0.5 ìêì.



êàðäèíàëüíî ìåíÿåòñÿ (ðèñ. 2, ã). Íàáëþäàþòñÿ ìåëêèå
÷àñòî âñòðå÷àþùèåñÿ îáëàñòè íà ïëàçìàëåììå. Îíè îá-
ðàçóþò ðåäêî ïðåðûâàþùèéñÿ ñëîé îòíîñèòåëüíî ðàâíî-
ìåðíîé òîëùèíû. Ñòîëü æå èíòåíñèâíîå îáðàçîâà-
íèå îñàäêà íàáëþäàåòñÿ òàêæå íà òîíîïëàñòå. Ðåäêèå ãëî-
áóëû îñàäêà âûÿâëåíû è â êëåòî÷íîé ñòåíêå. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ó êëåòîê êîëåîïòèëåé äàííîãî âîçðàñòà
äàæå â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå îòìå÷àëîñü âûïàäåíèå
îñàäêà â êëåòî÷íîé ñòåíêå è íà ïëàçìàëåììå (ðèñ. 2, â).
Òåì íå ìåíåå îáðàçóþùèåñÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûå îáëàñòè
íå ñðàâíèìû ïî èíòåíñèâíîñòè ñ òàêîâûìè â îïûòíîì âà-
ðèàíòå (ðèñ. 2, ã).

Íà 5-å ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà ïðîäóêò ðåàêöèè îáíà-
ðóæèâàåòñÿ â íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ íà ïëàçìàëåììå è â
öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, å). Ðàçìåð ãëîáóë íà ïëàçìàëåììå ïî
âåëè÷èíå ñõîäåí ñ òàêîâûì ó 4-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ, íî
ðàñïîëîæåíû îíè çíà÷èòåëüíî ðåæå. Â êîíòðîëå ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà â êëåòêàõ íå âûÿâëåíî (ðèñ. 2, ä).

Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç (ðèñ. 3) ïëîùàäè ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûõ îáëàñòåé íà ïëàçìàëåììå êëåòîê ïðîðîñòêîâ
ðàçíîãî âîçðàñòà ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðîâàííîé êîìïü-
þòåðíîé ïðîãðàììû ïîêàçàë, ÷òî ìàêñèìàëüíîãî çíà÷å-
íèÿ ýòîò ïàðàìåòð äîñòèãàåòñÿ ó êëåòîê 4-ñóòî÷íûõ ïðî-
ðîñòêîâ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èíòåíñèâíîñòü âûïàäåíèÿ

Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè H
+
-àêòèâíîñòè ïëàçìàëåììû êëåòîê 151

Ðèñ. 2. Öèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû êëåòîê êîëåîïòèëåé êóêóðóçû ðàçíîãî âîçðàñòà.

à, â, ä — êîíòðîëüíûå êëåòêè 3-, 4- è 5-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ñîîòâåòñòâåííî (èíêóáàöèîííàÿ ñðåäà íå ñîäåðæàëà ÀÒÔ, Mg2+ è K+); á, ã, å — îïûòíûå
êëåòêè 3-, 4- è 5-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ñîîòâåòñòâåííî. âà — âàêóîëü, ì — ìèòîõîíäðèÿ, êñ — êëåòî÷íàÿ ñòåíêà, ìê — ìåæêëåòíèê, ö — öèòîïëàçìà.

Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 0.5 ìêì.



îñàäêà íà äàííîì ýòàïå ðàçâèòèÿ áûëà ïî÷òè â 3 ðàçà
âûøå, ÷åì ó íàèáîëåå ìîëîäûõ èç èññëåäîâàííûõ 3-ñó-
òî÷íûõ ïðîðîñòêîâ, è â 6 ðàç áîëüøå, ÷åì ó ñòàðåþùèõ —
5-ñóòî÷íûõ.

Ñëåäîâàòåëüíî, êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé àíà-
ëèç ìèêðîôîòîãðàôèé âûÿâèë èçìåíåíèå õàðàêòåðà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ îñàäêà íà ïëàçìàëåììå ðàñòèòåëüíûõ êëå-
òîê â õîäå ðîñòà ðàñòÿæåíèåì. Êðóïíûå ðåäêèå ãëî-
áóëû ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà íà ïëàçìàëåììå
3-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ õàðàêòåðèçóþò èíòåíñèâíóþ ðà-
áîòó H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî
èìåííî â ýòîò ïåðèîä ðàçâèòèÿ êëåòêè èíòåíñèâíî óäëè-
íÿþòñÿ, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè ïðî-
öåññà ðîñòà ðàñòÿæåíèåì. Òåì íå ìåíåå ãëîáóëû ðàñïîëî-
æåíû äîâîëüíî ðåäêî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåðàâíîìåð-
íîì ðàñïðåäåëåíèè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè â
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Ðàçìåð ãëîáóë ìîæåò, ïî-âè-
äèìîìó, îïðåäåëÿòüñÿ àêòèâíîñòüþ ðàáîòû ôåðìåíòà, ò.
å. èíòåíñèâíîñòüþ îáðàçîâàíèÿ íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôà-
òà. Ñëåäîâàòåëüíî, çíà÷èòåëüíûé ðàçìåð ãëîáóë íà
3-è ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà îòðàæàåò ïîâûøåííóþ ãèäðî-
ëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü H+-ÀÒÔàçû. Â òî æå âðåìÿ â ðÿäå
èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óñèëåíèå àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà ïðîèñõîäèò ïðè îáðàçîâàíèè êëàñòåðîâ èç íå-
ñêîëüêèõ ôåðìåíòàòèâíûõ åäèíèö (Sondergaard et al.,
2004). Äàííûé ôåíîìåí, íà íàø âçãëÿä, òàêæå ìîæåò ïðè-
âåñòè ê óâåëè÷åíèþ ðàçìåðîâ ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî îñàä-
êà íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ ïðè ñîõðàíåíèè àêòèâíîñòè ãèä-
ðîëèçà â ïåðåñ÷åòå íà åäèíèöó ôåðìåíòà íà ïîñòîÿííîì
óðîâíå.

Â õîäå äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà íà ïëàçìà-
ëåììå âûÿâëÿëèñü òîëüêî ìåëêîðàçìåðíûå ãëîáóëû îñàä-
êà. Ïëàçìàëåììà êëåòîê 4-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ðàâíî-
ìåðíî è ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîêðûòà îñàäêîì, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû è, âîç-
ìîæíî, îá óâåëè÷åíèè ÷èñëà åäèíèö ôåðìåíòà â ñîñòàâå
ìåìáðàíû. Ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ öèòîõèìè÷åñêîãî
ïîäõîäà äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ âûÿâëåííûì íàìè ðàíåå
óâåëè÷åíèåì ãèäðîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â âå-
çèêóëÿðíîé ôðàêöèè ïëàçìàëåììû, î÷èùåííîé èç êëåòîê
4-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ êóêóðóçû (Ðóäàøåâñêàÿ è äð.,
2005). Îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ ðàáîòû H+-ÀÒÔàçû ïëàçìà-
ëåììû äîñòàòî÷íî áëèçêè ê óñëîâèÿì, íåîáõîäèìûì äëÿ

ðàáîòû H+-ÀÒÔàçû òîíîïëàñòà. Ýòèì, ïî-âèäèìîìó,
ìîæíî îáúÿñíèòü èíòåíñèâíîå îòëîæåíèå îñàäêà â îáëàñ-
òè âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû íàðÿäó ñ ïëàçìàëåììîé, ÷òî
ñîãëàñóåòñÿ ñ âåäóùåé ðîëüþ äàííûõ ïðîòîííûõ íàñîñîâ
â ðîñòå êëåòêè ðàñòÿæåíèåì ñ ïðåîáëàäàíèåì ðîëè
H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû (Maeshima et al.,1996). Ñòîëü
âûñîêàÿ çíà÷èìîñòü H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû è íàñûùåííîñòü êëåòîê ýíåðãåòè÷åñêèìè ðåñóðñàìè
(âîçìîæíî, çà ñ÷åò èíòåíñèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ ëèïèäíûõ
êàïåëü, ëîêàëèçîâàííûõ â êëåòêàõ êîëåîïòèëåé), ìîãóò
ÿâèòüñÿ ïðè÷èíîé ïîÿâëåíèÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà
äàæå â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå â îáëàñòè ïëàçìàëåììû
(ïðè îòñóòñòâèè ÀÒÔ, Mg2+ è K+). Êàê â êîíòðîëüíûõ, òàê
è â îïûòíûõ âàðèàíòàõ áûëî âûÿâëåíî ñëàáîå îáðàçîâà-
íèå îñàäêà â îáëàñòè êëåòî÷íîé ñòåíêè, êîòîðîå ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî àêòèâíîñòüþ ðÿäà ôåðìåíòîâ, íàïðè-
ìåð êèñëûõ ôîñôàòàç, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ìîäèôè-
êàöèè ñâîéñòâ ïîëèìåðîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè â ïðîöåññå
ðîñòà ðàñòÿæåíèåì (Øàðîâà, 2004).

Íà 5-å ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà ñëàáî âûðàæåííîå îá-
ðàçîâàíèå îñàäêà âûÿâëåíî òîëüêî â îïûòíîì âàðèàíòå.
Ýëåêòðîííî-ïëîòíûå ãëîáóëû îñàäêà â áîëüøèíñòâå ñëó-
÷àåâ ðàñïîëîæåíû íà ïëàçìàëåììå, ÷òî óêàçûâàåò íà ñî-
õðàíåíèå àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû è â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ
ïðè çàâåðøåíèè ôèçèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè îðãàíà þâå-
íèëüíîãî ïðîðîñòêà. Êàê èçâåñòíî, êëåòêè àïèêàëüíîé
çîíû êîëåîïòèëÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ïîäâåðãàþòñÿ ïîâðåæ-
äåíèþ ïðè ðàçâèòèè ëèñòà. Ýòîò ýòàï ðàçâèòèÿ ìîæåò õà-
ðàêòåðèçîâàòüñÿ çàïóñêîì ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ñìåðòè,
âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ àêòèâàöèþ ðàçëè÷íûõ ãèäðîëèòè÷å-
ñêèõ ôåðìåíòîâ, â òîì ÷èñëå â öèòîçîëå. Â ðåçóëüòàòå îá-
ðàçóåòñÿ íåîðãàíè÷åñêèé ôîñôàò, à ñëåäîâàòåëüíî, ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíûé îñàäîê íà àíàëèçèðóåìûõ ìèêðîôîòîãðà-
ôèÿõ (ðèñ. 2, å).

Òàêèì îáðàçîì, äèíàìèêà àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû
ïëàçìàëåììû, âûÿâëåííàÿ öèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì,
èìååò íåðàâíîìåðíûé õàðàêòåð è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà íà
4-å ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà êóêóðóçû. Âûÿâëåííûå èçìå-
íåíèÿ àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû ïîëíîñòüþ
ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ïðîâåäåííîãî ðàíåå áèîõè-
ìè÷åñêîãî àíàëèçà ãèäðîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ôåðìåí-
òà â âåçèêóëÿðíûõ ïðåïàðàòàõ (Ðóäàøåâñêàÿ è äð., 2005).
Òåì íå ìåíåå íàì íå óäàëîñü ïîêàçàòü ïðÿìîå ñîîòâåòñò-
âèå äèíàìèêè ãèäðîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè H+-ÀÒÔàçû
ïëàçìàëåììû è èíòåíñèâíîñòè ðîñòîâûõ ïðîöåññîâ. Òàê,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â èíòàêòíûõ ïðîðîñòêàõ ðåçêîå ñíè-
æåíèå èíòåíñèâíîñòè ðîñòà íàáëþäàåòñÿ ïðè ïåðåõîäå îò
3-õ ê 4-ì ñóò ðàçâèòèÿ, à íå ïîçæå (Ìîñêàëåâà, Ïîëåâîé,
1987; Ðóäàøåâñêàÿ è äð., 2002).

Ê ñîæàëåíèþ, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû íå ïîçâî-
ëÿþò îäíîçíà÷íî îõàðàêòåðèçîâàòü èçìåíåíèå ñâîéñòâ
èëè êîëè÷åñòâà åäèíèö H+-ÀÒÔàçû íà ïëàçìàëåììå êëå-
òîê êîëåîïòèëåé. Íà âîçìîæíîå èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà
ôåðìåíòà óêàçûâàåò ðÿä äàííûõ. Íàïðèìåð, ïðè èñïîëü-
çîâàíèè êîëåîïòèëåé êóêóðóçû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîä
äåéñòâèåì àóêñèíà, ñòèìóëèðóþùåãî ðîñò ðàñòÿæåíèåì,
ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ÷èñëà H+-ÀÒÔàç â ñîñòàâå ïëàç-
ìàëåììû ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè ýêçîöèòîçà ñåêðåòîðíûõ
ïóçûðüêîâ (Hager et al.,1991) è àêòèâèðóåòñÿ ñèíòåç ïðå-
îáëàäàþùåé èçîôîðìû H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû â íåñî-
ñóäèñòûõ òêàíÿõ êîëåîïòèëåé êóêóðóçû (Frias et al.,1996).
Èíòåðåñíî, ÷òî â îáåèõ ýòèõ ðàáîòàõ áûëè èñïîëüçîâàíû
ïðîðîñòêè êóêóðóçû íà 4-å ñóò ðàçâèòèÿ. Â òî æå âðåìÿ î
âîçìîæíîì èçìåíåíèè ñâîéñòâ ñàìîãî ôåðìåíòà â çàâèñè-
ìîñòè îò ñòàäèè îíòîãåíåçà ñâèäåòåëüñòâóåò èçìåíåíèå
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ïëîùàäè ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà íà
ïëàçìàëåììå êëåòîê êîëåîïòèëåé ðàçíîãî âîçðàñòà.

Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ïðîâîäèëè ïðè îäèíàêîâîì óâåëè÷åíèè
(16 000�) ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Image Pro® Plus. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî îñàäêà â óñë. åä. (�103 ïèê-

ñåëåé).



òàêîãî ïîêàçàòåëÿ, êàê ÷óâñòâèòåëüíîñòü H+-ÀÒÔàçû ê
èíãèáèòîðàì (Ðóäàøåâñêàÿ è äð., 2005).

Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä
îá èíòåíñèâíîé ðàáîòå H+-ÀÒÔàçû ïëàçìàëåììû ó 3-ñó-
òî÷íûõ ïðîðîñòêîâ. Ïî-âèäèìîìó, íà ðàííèõ ýòàïàõ ðàç-
âèòèÿ ôåðìåíò îáðàçóåò êëàñòåðû, êîòîðûå â äàëüíåéøåì
ðàñïàäàþòñÿ, è H+-ÀÒÔàçà ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿåòñÿ íà
ïëàçìàëåììå íà 4-å ñóò ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà. Íàáëþäàå-
ìîå ïðè ýòîì òðåõêðàòíîå óñèëåíèå ãèäðîëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ôåðìåíòà îáåñïå÷èâàåò ïîääåðæàíèå èäóùåé â
ýòî âðåìÿ íà ñïàä ðîñòîâîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Ñîõðàíÿ-
þùàÿñÿ íà 5-å ñóò ãèäðîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü H+-ÀÒÔà-
çû, âåðîÿòíî, ïîçâîëÿåò ïîääåðæèâàòü îñíîâíûå ñâîéñòâà
êëåòêè, õàðàêòåðèçóþùåéñÿ ïåðåõîäîì ê ïðîãðàììèðî-
âàííîé ñìåðòè ïðè çàâåðøåíèè ôèçèîëîãè÷åñêîé ôóíê-
öèè êîëåîïòèëÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ñîòðóäíèêó Ëàáî-
ðàòîðèè àíàòîìèè è ìîðôîëîãèè ÁÈÍ ÐÀÍ À. Í. Èâàíî-
âîé çà ïîìîùü â ïîäãîòîâêå ôîòîãðàôèé ê ïå÷àòè è
ïðîô. Marjatta Raudaskoski (Óíèâåðñèòåò Õåëüñèíêè) çà
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàòü êîìïüþòåðíóþ ïðîãðàììó
Image Pro® Plus äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííîé îöåíêè èíòåí-
ñèâíîñòè ïðåöèïèòàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 03-04-48167 è 07-04-01056).
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THE SHIFT IN PLASMA MEMBRANE H+-ATPASE ACTIVITY

IN COLEOPTILE CELLS WITHIN MAIZE SEEDLING DEVELOPMENT

E. L. Rudashevskaya,1 A. Yu. Yakovlev,2 O. V. Yakovleva,3 M. F. Shishova1

1, 4 St. Petersburg State University, Department of Plant Physiology and Biochemistry,

and 1—3 V. L. Komarov Botanical Institute RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: mshishova@mail.ru

The activity of plasma membrane H+-ATPase was cytochemically investigated in parenchyma cells of mai-
ze coleoptile. The intensity of ATP hydrolysis was determined by deposition of electron density sediment for-
med by lead and inorganic phosphate. The shift in the enzyme distribution and its hydrolytic activity in the plas-
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ma membrane of maize coleoptile cells were revealed within seedling development. The intensity of precipitati-
on was quantified by Image Pro® Plus. The maximum precipitation was determined in plasma membrane of
coleoptile cells of 4-days old seedlings. The data obtained coincide with the results of previous biochemical in-
vestigation of H+-ATPase hydrolytic activity, provided with purified plasma membrane vesicles. Nevertheless
the increase in quantity and(or) activity of the enzyme was observed at the 4th day of seedling development
which was characterized by slowing down of growth intensity. The results show the possibility of changes in qu-
antity and distribution of the enzyme in plasma membrane during the differentiation process of cell elongation.

K e y w o r d s: H+-ATPase, plasma membrane, cell elongation, maize coleoptile.
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